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(54) Title: PEPTIDES FROM THE hPTH SEQUENCE (1-37) 

(54) Bezeichnung: PEPTIDE AUS DER SEQUENZ DES hPTH (1-37) 

(57) Abstract 

The invention concerns peptides from the human parathyroid hormone (hPTH) sequence (1-37) and containing a -helical amino acid 
sequence regions and/or non-structured amino acid sequence regions. The said peptides are capable of inducing antibodies when injected 
into animals. The invention also concerns a diagnostic agent and antibodies obtainable by vaccination of animals with the peptides in 
question. 

(57) 7.irenmnwnfa^tirjg 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend a-helicale 
Aminosauresequeiubereiche und/oder nicht strukturierte Aminos auresequenzbereiche, wobei die Peptide bei Injektion in Here 
AntikOrper zu induzieren vermogen. Ein wetterer Gegenstand der Erfindung sind ein Diagnosticum und AntikOrper erhaltlich durch 
Immunisierung von Tieren mit den erfindungsgemaBen Peptiden. 
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Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 

del ZTaT' ErfindUn9 b6trifft Pe ^ tide «» ^quen, 
des hPTH (1-37), ein Diagnostikum erhaltlich durch Immuni- 
sxerung von Tieren mit den Peptiden, Antikorper Oder deren 
Fragmente erhaltlich durch Immunisierung von Tieren .it den 

TnTT,lT B VerWendun ^ «•* ^Ptide zur Herstellung 
ernes Mxttels zur Diagnose von biologisch aktivem h-PTH. 

Humanes Parathormon (hPTH) , ein lineares Polypeptid aus 84 
AmxnosSuren, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 
des Calcxumstoffwechsels. Der Metabolismus dieses Hormons 
fuhrt zu einer groBen Zahl C-terminaler Fragmente, deren 
bxologxsche Funktion noch nicht geklart 1st. Als zirkulie- 

r/;^ 168 Fra9nent iSt daS hPT « 1-37 festgelegt 
(EP-A 0 349 545). Dieses Fragment besitzt die voile bxologx- 
sche Aktivitat des Gesamthormons . Diese nimmt allerdings bei 
Verlust der ersten Aminosaure, Serin, deutlich ab und geht 
ohne die ersten beiden Aminosauren, Serin und Valin, v611ig 
verloren. H 

Fur das intakte Hormon hPTH 1-84 und fur das N-terminale 
Fragment werden Serumkonzentrationen im Bereich von 
10 mol/1 gemessen. Zur Bestimmung solch niedriger Konzen- 
tratxonen bedient man sich immunologischer MeBverf ahren . Die 
valxdesten Ergebnisse liefern hierbei MeBverf ahren nach dem 
Doppelantikorper oder Sandwich Prinzip (z.B. Two-site Radio- 
unmunometric Assay, 1R MA oder Sandwich Enzym Linked Immuno 
Sorbent Assay, Sandwich ELISA) . Solche Assays sind fur hPTH 
1-84 kommerziell erhaltlich. Zur Messung von hPTH 1-34 ist 
em Assay nach dem Doppelantikorper-Prinzip nicht bekannt. 



Hierfur sind zwei Antikfirper notwendig. Diese miissen, urn ei- 
ne gegenseitige sterische Hinderung zu vermeiden, Epitope 
des Antigens erkennen, die in ausreichender Entfernung zu- 
exnander liegen. Bei Immunisierung „it dem intakten Antigen 
erhalt man ein heterogenes Gemisch unterschiedlicher Anti- 
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kfcrper, die fur einen Sandwich- Assay erst aufwendig gerei- 
nigt werden mussen. Zwar war es bisher rattglich aufgrund 
theoretischer Berechnungen nach B.A. Jameson & H. Wolf, The 
antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic 

5 determinants, CABIOS 4, p 181-186, 1988 am N-Terminus eine 
bevorzugte immunogen wirkende Sequenz im Bereich der Amino- 
s&uren 7-14 f estzustellen. Eine Immunisierung mit N-tenni- 
nalen Fragmenten nach etablierten Methoden fiihrt in erster 
Linie zu Antiktirpern, die, wie fur hPTH 1-34 beschrieben (J. 

10 Tampe, P. Brozio, H.E. Manneck, A. Miflbichler, E. Blind, 
K.B. Muller, H. Schmidt-Gay k und F.P. Armbruster; Charac- 
terisation of antibodies against human N-terminal parathy- 
roid hormon by epitope mapping; J. Immunoassay 13 S, 1-13, 
1992), in dem Bereich dieser Aminos&uren binden. Diese An- 

15 tik6rper konnen aber nicht zwischen biologisch aktiven und 
biologisch inaktiven PTH 1-84 oder Fragmenten davon, denen 
die ersten beiden Aminos&uren Serin und Valin fehlen, unter- 
scheiden. 

20 Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem be- 
steht darin, Peptide anzugeben, mit deren Hilfe die oben 
genannten Nachteile der Diagnose von biologisch aktivem 
h-PTH beseitigt werden kfcnnen. 

2S Das angesprochene technische Problem wird uberraschender- 
weise gelfist durch Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 
enthaltend a-helicale Aminos&uresequenzbereiche und/oder 
nicht strukturierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die 
Peptide bei Injektion in Tiere Antikbrper zu induzieren ver- 

30 mfcgen. Dabei enthalten die Peptide vorzugsweise die N-termi- 
nale a-Helix im Bereich der ArainosSuren 5-9, einen unstruk- 
turierten Abschnitt der AminosSuren 10-16 und/oder eine C- 
terminale a-Helix im Bereich der AminosSureseguenz 17-34 des 
hPTH (1-37). Vorzugsweise werden die folgenden erfindungs- 

35 gemSBen Peptide zur Immunisierung verwendet: 
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hPTH 1-10 

KH 2 -Serl-V a i2.s er 3. Glu4 . Ile 5. Gln6 _ Leu7 _ Met8 _ H . s9Asnl0 
hPTH 1-9 

5 «H2-Serl-Val2.Ser3. Glu 4. Ile 5. Gln 6. Leu 7. Met 8. His9 . OH 
hPTH 1-B 

HH 2 -Serl.Val2-Ser3-Glu4.ii e 5- Gln 6. Leu 7. Met 8. OH 

10 hPTH 1-7 

NH 2 -Serl-Val2- S er3-Gl u 4-i le 5. Gln 6. Leu 7 



OH 



Leu' -OH 



IS 



hPTH 1-6 

NH 2 -Serl-Val2.Ser3-61u4-il e 5. G i n 6. OH 
hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val2-Ser3-Glu 4 -Il e 5-OH 



(1) 



(2) 



(3) 



(4) 



(5) 



(6) 



hPTH 9-18 

20 NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 1 l-Glv 1 2-Lvsl3 Mie l4 , 15 » ifi n ,o 

z ueu W y Lys J -His 1 *-Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (7) 



hPTH 10-18 

NH 2 -Asnl0-Leun. Gly 12. Lys 13. His 14. Leul5 _ Asnl6 _ Serl7 _ Metl8 _ oH 

» hPTH 11-18 

NH 2 -Leull-Glyl2-Lysl3-Hi S 14. L e U 15. Asn 16. Ser 17. Met 18. OH 

hPTH 12-18 

NH 2 -Glyl2. Lys 13-. His 14_ Leu 15. Asn 16. Ser l7. Het l8 



(8) 



(9) 



30 



Met iH -OH 



hPTH 13-18 

NH 2 -Lysl3. H i s 14. Leu 15. Asn 16. Ser 17_ Met i8. OH 

hPTH 14-18 
35 NH 2 .Hisl4. L e U 15. Asn 16. Ser 17. Met l8. 0H 



(10) 



(11) 



(12) 
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hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -OH 



(13) 



hPTH 9-16 

5 NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH 



(14) 



hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH 



(15) 



10 hPTH 9-14 

^-His^Asn^-LeuH-Gly^-Lys^-His^-OH 

hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 1:l -Gly 12 -Lys 13 -OH 



(16) 
(17) 



15 hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys26-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 3 &-Leu 37 -OH (18) 



hPTH 25-37 

20 NH 2 -Arg 25 -Ly S 26-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 3 0-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe3 4 -Val 3 5- 



Ala 36 -Leu 37 -OH 



(19) 



hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6- 
25 Leu 37 -OH (20) 



hPTH 27-37 

r Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -A S p 30 -Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6-Leu 37 -OH 

(21) 



NH 2 - 



30. 



hPTH 28-37 

NH 2 -Leu28-Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Pbe 34 -Val 35 -Ala 3 6-Leu 37 -OH (22) 



hPTH 29-37 

35 NH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -HiB 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(23) 
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hPTH 30-37 

NH 2 -Asp30-Val31-His32- ABn 33.p he 34.val35. Ala 36_ Leu 37. OH 
hPTH 31-37 

5 NH 2 -Val31-His32. Asn 33. Phe 34. Val 35. Ala 36. Leu 37. OH 
hPTH 32-37 

NH 2 .His 32 -Asn33_ Phe 34_ Val 35. Ala 36. Leu 37. OH 

10 hPTH 33-37 

NH 2 -Asn33-p he 34. Val 35_ Ala 36_ Leu 37. OH 



(24) 



(25) 



(26) 



(27) 



hPTH 24-36 

NH 2 -Leu24. Ar g25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30.val31. His 32. Asn 33.p he 34. 
15 Val35- A i a 36_ OH 

(28) 

hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24. Ar g25. Lys 26. Lys 27. Leu 28_ Gln 29- Asp 30.val31.Hi s 32. Asn 33.p he 34. 
Val 35 -OH 

(29) 



20 



hPTH 24-34 

lffl2-Leu24-Arg25.Lys26.Ly527.Leu28.6in29.Asp30_vai31.His32.Asn33.phe34.oH 

(30) 



hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24.Arg25. L y S 26.Ly S 27.Leu28.Gln29.A S p30. Val 31_Hj s 32. Asn 33. ( 
hPTH 24-32 

NH 2 -Leu24.Arg25.- L y S 26. L y S 27.Leu28.Gln29. As p30. Va i31. His 32_ OH 
hPTH 24-31 

NH2-Leu24-Arg25-Lys26-Lys27-Leu28.Gin29.Asp30_val31.OH 
hPTH 24-30 

KH2-Lcu24-Arg25-Ly S 26. L y S 27. Leu 28. Gln 29.A S p30. OH 



OH (31) 



(32] 



(33) 



(34) 
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hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. OH (35) 
hPTH 24-28 

5 NH 2 -Leu 24 .Arg 25 .Lys 26 .Lys 27 -Leu 28 -OH (36) 

Die genannten Sequenzen reprasentieren in ihrer Priniarstruk- 
tur wesentliche Merkmale der Sekundarstruktur, wie sich 
durch NMR-Daten unterstiitzend belegen last. Voraussetzung 
10 dazu war eine Festlegung der Sekundarstruktur fur PTH 1-37 
in physiologischer L6sung. 



Die genannten strukturell auff ailigen Bereiche wirken gut 
immunogen. Es werden Antikfirper gebildet, die an den ersten 

IS Arainosauren des N-Terininus binden. Bereits das Fehlen von 
zwei Aminosauren fuhrt zu einem erheblichen Af f initatsver- 
lust. Da diese Aminosauren zur Ausubung der biologischen 
Wirkung uneriaBlich sind, ist es xnit dem erf indungsgemaBen 
Peptid mdglich Antikorper zu erhalten, die nur hPTH und 

20 Fragmente davon erkennen, die biologisch aktiv sind. 

Weiterhin sind Antikbrper herstellbar, die den midregionalen 
Bereich 9-15 detektieren, und Antikdrper, die C-terminal im 
Bereich der Aminosauren 30-37 binden. Erf indungsgemaB konnen 

25 also Antik6rper gegen Bereiche des hPTH 1-37 produziert wer- 
den, die aufgrund theoretischer Berechnungen im Gesamtmole- 
kiil nicht inununogen wirken. Diese Bereiche liegen zudem so- 
weit auseinander, daB keine sterische Hinderung vorliegt, 
die ein gleichzeitiges Binden zweier Antikorper verhindern 

30 wurde . 

Die Peptide kflnnen in bevorzugten Ausfuhrungsf ormen am N- 
terminalen Ende r in der Seitenkette und/oder am C-terminalen 
Ende modifiziert sein, und zwar in Form von Acetyl ierungs-, 
35 Araidierungs-, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungs- 
produkten. 
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Schliefllich kbnnen erf indungsgemfifle Peptide auch an Carrier 
proteine wie H&nocyanin, Thyroglobulin, Rinderserumalburain, 
Ovalalbumin oder Mausserumalburain etc. gebunden sein. Die 
Bindung an die Carrierproteine erfolgt vorzugsweise durch 
5 Carbodiimid Oder Formaldehyd. 

Die erf indungsgemSBen Peptide kdnnen verwendet werden r um 
ein Diagnostikum herzustellen. Das erf indungsgemSBe Diagno- 
stikuin ist dabei erhfiltlich durch an sich bekannte Imrauni- 

10 sierung von Tieren mit mindestens einem der erf indungsgera&s 
sen Peptide. Nach der Immunisierung kann aus den immunisier 
ten Tieren eine Iramunoglobulin-Fraktion isoliert werden, di 
Antik6rper-Fraktionen enthSlt, welche einen Antik6rper-Tite 
gegen mindestens eines der erf indungsgem£Ben Peptide auf- 

13 weisen. Die so erhaltenen Antikorpern sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. In einer alternativen Aus 
fuhrungsform kGnnen neben den vollstSndigen AntikSrpern be- 
stehend aus F-^ und F c auch deren Fragmente wie F a fc oder 
Fragmente der AntikSrper verwendet werden, welche die Idio- 

20 typen zu den Epitopen der Peptide sind. 

Die Peptide gem&B der Erfindung sind zur Herstellung eines 
Mittels zur Diagnose von biologisch aktiven h-PTH (1-37) 
geeignet. 

25 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele n&her be- 
schrieben: 

Beispiel 1 ~ 

30 

FPRtphaRPn<;yn1-hpg^ ripr Ppp1»irlp» 

Das erf indungsgemSBe Verfahren zur Synthese der Peptide be- 
ruht auf der Peptidsynthese am festen TrSger. Die C-terraina< 
35 le AminosSure wird jeweils in Gegenwart von Dicyclohexylcar- 
bod ii mid und Dimethyleuninopyridin an das Trfigermaterial ge- 
bunden. Als TrSgermaterial fur die Synthesen werden Wang- 
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Harz Oder entsprechende Harze eingesetzt. 

Folgende L-Aminosiiure-Derivate werden fOr die Synthese der 
Seguenz, ausgehend vom auf gefiihrten Peptidyl-Harz, verwen- 

5 det: a) hPTH 1-10: Fmoc-Asn(Trt)-Wang-Harz, Fraoc-His(Trt )- 
OH, Fmoc-Met-OH r Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gln(Trt )-OH, Fmoc-Ile-OH, 
Fraoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ser ( tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Boc- 
Ser(tBu)-0H. b) hPTH 9-18: Fmoc-Met-Wang-Harz, Fmoc- 
Ser(tBu)-0H, Fmoc-Asn(Trt )-0H, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-His(Trt )- 

10 OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc- 

Asn(Trt)-OH, Boc-His(Trt )-OH. c) hPTH 24-37: Fmoc-Leu-Wang- 
Harz, Fraoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn(Trt )- 
OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc- 
Gln(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)- 

15 OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Leu-OH. 

Die Synthese kann durch in situ-Aktivierung mit 2-(lH-Benzo- 
triazol-l-yl )-l , 1,3,3, -tetramethyluroniuratetraf luoroborat 
(TBTU) Oder dessen Derivaten oder mit Benzotriazol-l-yl-oxy- 

20 tr is- ( dimethylamino ) -phosphoniumhexaf luorophosphat ( BOP ) 

Oder dessen Derivaten in Gegenwart von Diisopropylethylamin 
oder N-Methylmorpholin und 1-Hydroxybenzotriazol durchge- 
fxihrt werden, wobei w&hrend der Kupplungen in N,N-Dimethyl- 
formamid, N,N-Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon ein 

25 vier- bis zehnfacher OberschuB der Fmoc-L-ArainosSure verwen- 
det wird. Die Abspaltungen der Fmoc-Gruppen werden mit 20% 
Piperidin oder 2% Piperidin und 2% 1,8-Diazbicyclo[5,4,0)un- 
dec-7-en (DBU) in N,N-Dimethylf ormamid, N,N-Dimethylacetamid 
oder N-Methylpyrrolidon durchgef uhrt . Nach der Synthese wer- 

30 den die Harze mit 2-Propanol und Dichlormethan gewaschen und 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

2ur Abspaltung vora TrSger und Entblockierung wird das Pepti- 
dyl-Harz 30-90 Minuten bei Raumtemperatur mit Trif luoressig- 
35 sSure, die 5% Scavenger, Wasser, Ethandiol, Phenol oder 
Thioani6ol, enthait, umgesetzt, filtriert, mit Trifluores- 
sigsSure gewaschen und anschlieBend mit tert-Butylmethylet- 
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her ausgefailt. Der Niederschlag wird aus wSBriger L6sung 
lyophilisiert . 

5 

Beispiel 2 

Reiniouno nnrt Analyco 

10 Die Reinigung der Rohprodukte erfolgt chromatographisch tiber 
eine C18-Reverse-Phase-saule (10pm, Puffer A: 0,01 N HC1 in 
Wasser; Puffer B: 20% Isopropanol, 30 % Methanol, 50% Was- 
ser, 0,01 N HC1; Gradient: 10-80% in 60 Minuten; Detektion 
230 run) . 

IS 

Die Reinheit der Produkte wird durch Massenspektrometrie und 
C18-Reverse-Phase-Chromatographie bestimrat. 

20 Beispiel 3 

KODPhmo an CarriPrprntpin 

Als Carrierprotein werden HSmocyanin, Thyroglobulin, Rinder- 
2S serumalbumin, Ovalbumin Oder Mausserumalbumin verwendet. Die 
Kopplung erfolgt nach der Carbodiimid-Methode iiber Carboxyl- 
gruppen des Peptides. Das Peptid wird in wSssriger Ldsung 
durch 5 mintitige Umsetzung mit l-Ethyl-3-(3-diraethylamino- 
propyl) carbodiimid-Hydrochlorid aktiviert. Die Kopplung 
30 erfolgt durch Zugabe des aktivierten Peptides zu einer w&ss- 
rigen LOsung des Carriers. Das molare VerhSlnis betragt 1 
Peptid auf 50 AminosSuren des Carrierproteins. Die Umsetzung 
dauert 4 St und en. 

Die Reaktion wird durch Zugabe von Natriumacetat in einer 
35 Endkonzentration von 100 mM gestoppt. Man ISflt eine Stunde 
inkubieren. 
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TlJfTT" Pr ° tel "- I>e » t " Kon,u 9 ates von, Peptid er- 
pH 7.2 " itderh ° lte Dial ^ e "0 « Phoephatpuifer 



Beispiel 4 



10 



t^L^ , ^ ^ si »-verzw et9u „ 9 wird erreicht, indem an C- 
terninal.s Alanin , genundan an Wan 9 -Har z , i„ drei K up- 

DurTZ ? 3SWeilE FnmC - l -^-<^c,-OH 9 eb„nden wird. 

v» 9 Piperi4in —eh act freie 

nofunKtxcnen erhalten, an denen die Se_ des _ 

Parathormons nach obi 9 er B eS chreibun 9 synthetisiart warden. 



Beispiel 5 

Iniinnnlsicrimj 



Fur dxe Erstinununisierung warden pro kg Korpergewicht des zu 
inmunisxerenden Tieres 125 pg des Carrier-Peptid Konjugates 
bzw. map ln 250 ml wasser gel6st ^ mu ^ J ■ 

Freund schen Adjuvans enmlgiert. Die Emulsion „ird uber den 
Rucken verteilt in 10 Portionen s.c. appliziert. 

Das Boostern erfolgt nach 2-4 Wochen analog. Hierbei wird 
ledxglich das kon,plette Freund ^sche Adjuvans durch inkom- 
plettes Freund' sches Adjuvans ersetzt. 
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Paten tansprtiche 



5 1. Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend a-he- 
licale Aminosauresequenzbereiche und/oder nicht struktu- 
rierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die Peptide bei 
Injektion in Tiere AntikOrper zu induzieren vermSgen. 

10 2. Peptide nach Anspruch 1 aus hPTH (1-37) mit der Sequenz 

hPTH 1-10 

^-Seri-ValZ-Ser^Glu^IleS-Glne-Leu'-Mete-His^-Asn^-OH (1) 
15 hPTH 1-9 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH (2) 
hPTH 1-8 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -OH (3) 

20 

hPTH 1-7 

NH 2 -SerMal 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -OH (4) 
hPTH 1-6 

25 NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -lle 5 -Gln 6 -OH (5) 

hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -OH (6) 

30 hPTH 9-18 

NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 11 -Gly 12 -Ly S 13. H isl 4 -Leu 15 -Asn"-Ser 17 -Met 18 - 
OH (7) 



35 



1 
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hPTH 10-18 

NH 2 .Asnl0. Leu ll. Gly 12. Lys 13. His l 4 . I(eul 5. Asnl6 . Serl7 . Hetl8 _ OH 



hPTH 11-18 



NH 2 -Leull.Glyl2. Lys 13. His 14. Leu 15. Asn 16. Ser 17. Met 18. OH (g) 



hPTH 12-18 

NH 2 -Glyl2-Lysl3-Hi S 14. Leu 15_ Asn 16_ Ser 17_ Met 18. OH 
hPTH 13-18 

^-Lys^-His^-LeuiS-Asn^-Ser^-Met^-OH 
hPTH 14-18 

^.His^-LeuiS-Asnlfi-Ser^-MetlS-OH 



(10) 



(11) 



(12) 



hPTH 9-17 

NH 2 -His9-A S nl0-Leu"-Gl y 12. Lys 13. His 14. Leu 15. Asn 16. Ser 17. o „ (13) 



hPTH 9-16 

NH 2 -His9-Asnl0-Leull-Glyl2-Lysl3.Hi S 14. Leu 15. Asn 16. O H 
hPTH 9-15 

NH 2 -His9-Asnl0-Leull-Glyl2-Lysl3- His 14_ Leu 15. OH 
hPTH 9-14 

NH 2 -His 9 -Asnl°-Leull-Glyl2-Ly S 13-Hisl4-OH 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -OH 



(14) 



(15) 



(16) 



(17) 



hPTH 24-37 

NH 2 -Leu24. Arg 25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. Va i31. His 32. Asn 33_ 
Phe 34 -Val35. Ala 36. Leu 37. OH ..... ^ 



WO 96/10041 



PCI7EP9S/D3757 



- 13 - 

hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 25 -LyB 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 2 9-Asp 30 -Val 31 -His 32 -AEn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

S hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 2 9-Asp 3 0-Val 3 l-His 3 2-Asn 33 -Phe 3 4-Val 3 5- 
Ala 36 -Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

10 NH 2 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 - 
Leu 37 -OH (21) 

hPTH 28-37 

KH 2 -Leu 28 -Gln 2 9-Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 3 6-Leu 37 - 
1S OH (22) 

hPTH 29-37 

NH 2 -Gln 2 9-Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (23) 

20 hPTH 30-37 

NH 2 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (24 ) 

hPTH 31-37 

HH 2 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (25) 

25 

hPTH 32-37 

NH 2 _His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -leu 37 -OH (26) 
hPTH 33-37 " 

30 NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (27) 



hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -OH (28) 
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hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24-Arg25. Lys 26. Lys 27_ Leu 28. cln 29. AB p30. Va i31. His 32. A8n 33. 
Phe 34 -Val35. 0 H (29) 

5 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu24.Arg25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. Val 31. His 32_ Asn 33_ 
Phe34-OH (30) 

10 hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24. Arg 25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. Val 31. His 32. Asn 33. 
0H (31, 



IS 



hPTH 24-32 

KH 2 -Leu 2 4.Arg25- Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30.val31. H is32-OH (32) 
; .hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 2 4.Arg25-Lys?6-Lys 27 -Leu28.Gln29- As p30. Val 31. OH (33) 

20 hPTH 24-30 

KH 2 -Leu 24 -Arg25. Lys 26. Lys 27_ Leu 28. Gln 29. A sp30.OH (34) 

hPTH 24-29 

NH 2 -Leu24-Arg25. Lys 26_ Lys 27_ Leu 28. Gln 29. 0 H (35) 

25 

hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys27-Leu28-OH (36) 

3. Peptide nach Anspruch 1 und/oder 2, die am N-terminalen 
30 Ende, in der Seitenkette und/oder am C-temiinalen Ende 

modifiziert sind in Form von Acetyl ierungs-, Amidierungs- 
, Phosphorylierungs- und/oder Glycosylierungsprodukten, 
und/oder gebunden sind an Carrierproteine wie Haraocyanin, 
Thyroglobulin, Rinderseruxaalbvunin, Ovalalbumin oder Maus- 
35 serumalbumin. 
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4. Diagnosticum, erhSltlich durch an Bich bekannte Imrauni- 
sierung von Tieren mit mindestens einem der Peptide gem&B 

5 mindestens einem der Ansprtlche 1 bis 3, Gewinnung von 

Immunoglobulinen enthaltenden Fraktionen aus den immuni- 
sierten Tieren und Isolierung von Fraktionen, die einen 
Antikttrper-Titer gegen mindestens eines der Peptide gem&B 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 aufweisen und das 

10 gegebenenfalls weiter Hilfs- und/oder TrSgerstoffe ent- 

hait- 

5. AntikSrper oder Fragmente von Antikbrpern erhSltlich 
durch Immunisierung von Tieren mit mindestens einem Pep- 

15 tid nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3. 

6. Verwendung der Peptide gemafi mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 3 zur Herstellung eines Mittels zur Diagnose 
von biologisch aktiven h-PTH (1-37). 
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Peptides from the hPTH Sequence (1-37) 

This invention relates to peptides from the hPTH sequence (1-37), 
a diagnostic agent obtainable by vaccination of animals with the 
peptides, antibodies or fragments thereof, that can be obtained 
by vaccination of animals with the peptides, as well as the use 
of peptides for production of an agent for diagnosis of 
biologically active h-PTH. 

Human parathyroid hormone (hPTH) , a linear polypeptide of 84 
amino acids, plays an important role in regulating the calcium 
metabolism. The metabolism of this hormone leads to a large 
number of C-terminal fragments whose biological function has not 
been cla rified yet. Human PTH 1-37 has been detected as a 
circulating N-terminal fragment (EP-A 0 3.49 545) . This fragment 
possesses the full biological activity of the complete hormone. 
This decreases substantially, however, upon loss of the first 
amino acid, serine, and is completely lost upon removal of the 
first two amino acids, serine and valine. 

For the intact hormone, hPTH 1-84, and for the N-terminal 
fragment, serum concentrations have been measured in the area of 
10" 12 mol/L. Immunological measurement techniques are used to 
detect such low concentrations. The most valid results are 
provided by the double -antibody or sandwich principle (e.g., two- 
site immunoradiometric assay (IRMA) , or Sandwich Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (Sandwich ELISA) ) . These assays for hPTH 1-84 
are available commercially. There is no assay for hPTH 1034 using 
the double antibody principle. 

Two antibodies are required for this. To avoid reciprocal steric 
hindrance, the method must recognize epitopes of the antigen 
located at a sufficient distance from each other. Vaccination 
with intact antigens results in a heterogeneous mixture of 
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various antibodies that have to be purified before the sandwich 
assay. Of course, detecting a preferred immunoactive sequence in 
the region of amino acids 7-14 at the N terminus was possible 
previously based on theoretical calculations according to B.A. 
Jameson & H. , Wolf, "The Antigenic Index: A Novel Algorithm for 
Predicting Antigenic Determinants", CABIOS 4, pp. 181-186, 1988. 
Vaccination with N-terminal fragments according to established 
methods leads, initially, to antibodies that bind in this amino 
acid region, as described for hPTH 1-34 (J. Tampe, P. Brozio, 
H.E. Manneck, A. Mifibichler, E. Blind, K.B. Muller, H. Schmidt - 
Gayk and F.P. Armbruster; "Characterization of Antibodies Against 
Human N-Terminal Parathyroid Hormone by Epitope Mapping" ; 
J. Immunoassay 13, pp. 1-13, 1992). However, these antibodies 
cannot distinguish between biologically-active and biologically- 
inactive PTH 1-84 or fragments thereof missing the first two 
amino acids, serine and valine. 

The problem to which the invention relates consists of specifying 
peptides that can help to eliminate the above disadvantages in 
diagnosing biologically-active h-PTH. 

The technical problem discussed is solved surprisingly by 
peptides from the hPTH sequence (1-37) containing a-helical amino 
acid sequence regions and/or unstructured amino acid sequence 
regions, where vaccination of animals with the peptides can 
induce antibodies. The peptides here preferably contain the 
N terminal of helix in the region of amino acids 5-9, an 
unstructured section of amino acids 10-16 and/or a C terminal 
Qf helix in the region of amino acid sequence 17-34 of the hPTH 
(1-37) . The following peptides according to the invention are 
preferably used for the vaccination: 
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hPTH 1-10 

KH 2 -S e r^Val2.S e r3-Glu4-IJe5. G l n 6. Leu 7. Het B_ His 9. A6n lo. OH 



hPIH 1-9 

NH 2 .Serl-V a l2. Ser 3. Glu 4. Ile 5. Gln6 . Le(i7 _ Met8 _ H . g9 



His»-OH 



hPTH 1-8 

HH 2 -Serl-Va]2-ser3-Glu4-He5-Gln6-Leu7-Met8-OH 
hPTH 1-7 

NH 2 -Ser 1 -Val2. S er3-Glu4-Ile5-Gln6-Le U 7-OH 
hPTH 1-6 

NH 2 -Serl-Val2-ser3-Glu4-iie5.Gi n 6-OH 
hPTH 1-5 

NH 2 -Serl-Val2-Ser3-Glu4-Ile5-OH 



(1) 



(2) 



(3) 



(4) 



(5) 



(6) 



hPTH 9-18 

KK 2 -His9.Asnl0. Leu ll. Gly l2_ L ^i3. Hlsl 4. Leul5 . tenl6 . Sern _ Metl8 _ M (yj 



hPTH 10-18 

KH 2 -Asnl0. Uu ll. Gly 12. Lysl 3. His 14. Leu 15. Asn 16. Ser l7. Met 18. OH 
hPTK 11-18 

KH 2 -Le U ll-Glyl2. L y S 13. His 14. Leu 15. Asn 16. Ser 17. Itet 18. OH 
HPTH 12-18 

NH 2 .Gly^-Ly S 13. His 14. Leu 15_ Asn 16. Ser 17. Met l8. OH 
hPTH 13-18 

NH 2 -Ly S 13_ His 14. Leu 15. Asn 36. Ser l7. Met i 8 . OH 
hPTH 14-18 

NH 2 .His 1 4. L e U 15. Asn 16. Ser 17. Met l8. 0Il 



(8) 



(9) 



(10) 



(11) 



(12) 
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hPTH 9-17 

KH 2 -Hi8 9 -Asn 10 -Leu"-Gly l2 -Lys 13 -Hi8 14 -L«u 15 -ASD J6 -Ser 17 -O« (13) 
hPTH 9-16 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Ly8 13 -His 14 -Leu 15 -Aan 16 -OB (14) 
hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Uu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 



hPTH 9-14 

. KH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -OH (16) 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Ly8 13 -OH (17) 
hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -leu 37 -OH (18) 



hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -ABp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5- 
Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

hPTH 26-37 

KH2 _ Lys 26. LyB 27. Uu 28. C j n 29. A8 p30_val 3 l-His 32 -A*n 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 ^- 
Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

KH2-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -Hi5 32 -Asn 33 -Pt»e 34 -Val 3 5-Ala 3 6.Leu 37 -OH 

(21) 

hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 3 3-Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (22) 
hPTH 29-37 

NH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (23) 
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hPTK 30-37 

KB2-ABp30-Val3l.His32-A6n33-p he 34. Val 35. Ala 36. Leu 37. OH 



hPTH 31-37 

MH 2 -Val31.His32-Asn33.p he 34. VaJ 35. Ala 36. Uu 37. OH 
hPTH 32-37 

OT 2 _His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -JUa 3 6-Leu 37 -OH 
hPTH 33-37 

NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val35- Ala 36. Leu 37. OH 



(24) 



(25) 



(26) 



(27) 



hPTH 24-36 

IW 2 -Leu24.Arg25_ LyB 26. L y S 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. Val 31. His 32.^ n 33. Phe 34. 
Val 35 -Ala 36 -OH 



(28) 



hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24. Arg 25. L y S 26. Lys 27. Leu 28- Gln 29. A8 p30_ Val 31_ Hi8 32. Asn 33.p he 34. 
Val 35 -OH 

(29) 

hPTH 24*34 

KH 2 -Lc U 24-Arg25. Lys 26. Lys 27, Leu 28. Gln 29. A6p 30. Va pi. His 32. Asn 33.p he 34. O H 

(30) 

hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24.Arg25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29. As p30. Val 31.Hi s 32. Asn 33. OH (31) 



hPTH 24-32 

NH 2 -Leu24.Arg25- Ly8 26. Ly8 27. Leu 28. Gln 29. A8 p30, Va i31. His 32^ )H 
HPTH 24-31 

KH 2 -Leu24-Arg25-Lys26-Lys27-Leu28.Gln29.Asp30-Val 3 l-OH 
hPTH 24-30 

NH 2 -Leu24-Arg25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. G j n 29. Asp 30. OH 



(32) 



(33) 



(34) 



WO 96/10041 



- 7 - 



PCT/EP95/03757 



hPXH 24-29 

KH r L e u24-Arg25. Lye 26. Lys 27. LM 28. Gln 29. OH (35) 
hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (36 ) 

The primary structures of the above sequences represent essential 
characteristics of the secondary structure, as supported by the 
NMR data. A precondition for this was determining the secondary 
structure of PTH 1-37 in saline solution. 

The structurally-remarkable regions cited have good immunogenic 
activity. Antibodies are formed that bind to the first amino 
acids of the N terminus. The lack of two amino acids already 
leads to a substantial loss of affinity. Since these amino acids 
are essential to biological activity, it is possible to obtain 
antibodies with the peptides according to the invention that 
recognize only hPTH and fragments thereof that are biologically 
active . 

Furthermore, antibodies can be produced that detect the mid- 
region areas 9-15, and antibodies that bind in the region of 
amino acids 30-37. According to the invention, therefore, 
antibodies can be produced against regions of hPTH 1-37 that do 
not have immunogenic effects based on theoretical calculations in 
the intact molecule. These regions are also located at such a 
distance from each other that there is no steric hindrance that 
would hinder the simultaneous binding of two antibodies. 

In the preferred embodiment, the peptides can be modified at the 
N terminal end, the side chains and/or at the C terminal end, by 
acetylation, amidation, phosphorylation and/or glycosylation 
products. 
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Finally, peptides according to the invention can also be bound to 
carrier proteins such as hemocyanin, thyroglobulin, bovine serum 
albumin, ovalbumin or mouse serum albumin. They are preferably 
bound with the carrier protein through carbodiimide or 
formaldehyde . 

The peptides according to the invention can be used to produce a 
diagnostic agent- The diagnostic agent according to the invention 
can be obtained by known vaccination of animals with at least one 
of the peptides according to the invention. After vaccination, an 
immunoglobulin fraction can be isolated from the vaccinated 
animals; the fraction contains antibody fractions that have an 
antibody titer against at least one of the peptides according to 
the invention. The antibodies thus obtained are also the subject 
of this invention. In an alternative embodiment, in addition to 
the complete antibodies consisting of Fab and F C/ fragments 
thereof, such as Fab/ or fragments of antibodies are used; they 
are the idiotypes for the epitopes of the peptides. 

The peptides according to the invention are suitable for 
production of an agent for diagnosing biologically-active h-PTH 
(1-37) . 

The invention is described in greater detail based on the 
following examples: 

Example 1 

Solid Phase Peptide Synthesis 

The process for synthesis of peptides according to the invention 
is based on peptide synthesis on solid carriers. The C terminal 
amino acids are bound to the carrier material in the presence of 
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dicyclohexylcarbodiimide and dimethylaminopyridine . The carrier 
material used for the synthesis is Wang resin or similar resins. 

The following L-amino acid derivatives are used for the synthesis 
of the sequence, starting with the specified peptidyl resin: 

a) hPTH 1-10: Fmoc-Asn (Trt) -Wang resin, Fmoc-His (Trt ) -OH, Fmoc- 
Met-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gln (Trt ) -OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc- 
Glu(OtBu) -OH, Fmoc-Ser (tBu) -OH, Fmoc-Val-OH, Boc-Ser(tBu) -OH. 

b) hPTH 9-18: Fmoc-Met-Wang resin, Fmoc-Ser (tBu) -OH, Fmoc- 
Asn(Trt) -OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-His (Trt ) -OH, Fmoc-Lys (Boc) -OH, 
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asn (Trt ) -OH, Boc-His(Trt) -OH. 

c) hPTH 24-37: Fmoc-Leu-Wang resin, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, 
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn (Trt ) -OH, Fmoc-His (Trt) -OH, Fmoc-Val-OH, 
Fmoc-Asp (OtBu) -OH, Fmoc-Gln (Trt) -OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys (Boc) - 
OH , Fmoc - Ly s ( Boc ) - OH , Fmoc - Arg ( Pmc ) - OH , Fmoc - Leu - OH . 

The synthesis can be carried out through in-situ activation with 
2- (lH-benzotriazol-l-yl) -1,1,3, 3 -tetramethyluronium 
tetraf luoroborate (TBTU) or derivatives thereof, or with 
benzotriazol - 1 -yloxy- trisdimethylamino phosphonium 
hexaf luorophosphate (BOP) or derivatives thereof in the presence 
of diisopropyl ethyl amine or N-methylmorpholine and 1- 
hydroxybenzotriazole, where a four- to ten-fold excess of Fmoc-L- 
amino acid is used during the couplings in N,N-dimethylformamide, 
N,N-dimethylacet amide or N-methylpyrrolidone . The Fmoc groups are 
dissociated with 20% piperidine or 2% piperidine and 2% 1,8- 
diazabicyclo [5.4. 0] undec-7-ene (DBU) in N, N-dimethylf ormamide , 
N,N-dimethylacetamide or N-methylpyrrolidone. After synthesis, 
the resin is washed with 2-propanol and dichloromethane and dried 
to a constant weight under a high vacuum. 

For dissociation from the carrier and unblocking, the peptidyl 
resin is treated for 30 - 90 minutes at ambient temperature with 
trif luoroacetic acid containing 5% scavenger, water, ethanediol, 
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phenol or thioanisole , then filtered, washed with trif luoroacetic 
acid and finally precipitated with tert-butyl methyl ether. The 
precipitate is lyophilized out of an aqueous solution. 

Example 2 

Purification and Analysis 

The raw product is purified by chromatography in a C-lS reverse 
phase column (10 iim, Buffer A: 0.01 N HC1 in water; Buffer B: 20% 
isopropenol, 30% methanol, 50% water, 0.01 N HC1 ; gradient: 10 - 
80% in 60 minutes; detection 230 nm) . 

The purity of the product is determined by mass spectrometry and 
CI 8 reverse phase chromatography. 

Example 3 

Coupling to Carrier Protein 

Hemocyanin, thyroglobulin, bovine serum albumin, ovalbumin or 
mouse serum albumin is used as a carrier protein. The coupling 
takes place according to the carbodiimide method, via the 
carboxyl groups of the peptide. The peptide is activated by a 5- 
minute treatment in an aqueous solution with l-ethyl-3 - (3- 
dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride. Coupling occurs 
by the addition of the activated peptide to an aqueous solution 
of the carrier. The molar ratio is 1 peptide to 50 amino acids of 
the carrier protein. The treatment takes 4 hours. 

The reaction is stopped by addition of sodium acetate in a final 
concentration of 100 mM. Incubate for 1 hour. 
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The protein-peptide conjugate is separated from the peptide by- 
repeated dialysis over 100 mM of phosphate buffer, pH 7.2 

Example 4 

Synthesis of Multiple Antigenic Peptides (MAP) 

The triple lysine branch is achieved by binding Fmoc-L- 
lysine (Fmoc) -OH to C terminal alanine, bound to Wang resin, in 
three coupling cycles. Eight free amino functions are obtained by 
dissociation with piperidine; the sequences of human parathyroid 
hormone are synthesized at those functions according to the 
description above. 

Example 5 

Vaccination 

125 /xg of the carrier-peptide conjugate or MAP, dissolved in 
250 ml water and emulsified with 250 ill of complete Freund's 
adjuvant, is used per kg of body weight for the first 
vaccination. The emulsion is applied to the back in 10 separate 
SC injections. 

Boosters are given similarly after 2-4 weeks. However, the 
complete Freund's adjuvant is replaced with incomplete Freund's 
adjuvant here. 
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1. A peptide from the hPTH sequence (1-37) containing a-helical 
amino acid sequence regions and/or unstructured amino acid 
sequence regions, wherein the peptides can induce antibodies 
upon injection into animals. 

2. Peptides according to Claim 1, from hPTH (1-37), with the 
sequence : 

hPTH 1-10 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Gl« 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -Asn 10 -OH (1) 
hPTH 1-9 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH (2) 
hPTH 1-8 

NH 2 -SerMal 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -OH (3 ) 

hPTH 1-7 

NHj-Se^-ValZ-Se^-Gl^-lleS-Gl^-Leu'-OH (4) 
hPTH 1-6 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -G2u 4 -lle 5 -Gln 6 -OH (5) 
hPTH 1-5 

NH r Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -OH ( 6 ) 



hPTH 9-18 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -LBU 11 -Gly 12 'Ly8 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 - 
OH (7 ) 
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hPTH 10-18 

"H 2 -*snlO-L«i"-eiyl2. Lys 13. Hl8 14. teu 15. Asn i6. s , r 17. Met 18 H 
hPTH 11-18 

^-Leull-Gly^-Lys^-HisK-Leu^-Asnlfi-Ser^-MetlB-OH 
bPTH 12-18 

MHz-Gly^-Lys^-His^-Leu^.ABn^-Serl'-Met^-OH 
hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -Hisl 4 -Leu 15 -Asn 1 6-Ser 17 -Het 18 -OH 
hPTH 14-18 

HH 2 ,His 14 -Leu 1 5. Asn 16. Ser 17. Met i8. OH 
hPTH 9-17 

KH 2 -His 9 -Asnl0-LeuH-Glyl2- lys 13. His 14_ Leu 15. A8n 16. Ser 17. OH 
hPTH 9-16 

NH 2 -His9-Asnl0-Leu 1 l-Glyl2-Lysl3. H i s 14_ Leu 15> A$n 16. OH 
hPfH 9-15 

NH 2 -Hi8 9 -Asnl0-Leu 11 -Glyl2-Lysl3.Hisl4- Leu 15. OH 
hPTH 9-14 

NH2-His 9 -Asn 1 0-Leull-Glyl2-ly S 13-His 14 -OH 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -OH 
hPTH 24-37 

NH 2 -Leu2 4 -Arg25. Ly8 26. Lys 27. Leu 2B. Gln 29. Asp 30. Val 31.His32.As n 33- 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH ma 



(11) 
(12) 
(13) 
(14) 
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hPTH 25-37 

HH2-Arg 25 -Ly* 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -Hi8 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

hPTH 26-37 

HH2-Lys 26 -lys 27 -Leu 2B -Cln 29 -Asp 30 -Vdl 31 -Ki6 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 - 
Ala 36 -Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

NH 2 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 - 
Leu 37 -OH (21) 

hPTH 28-37 

HH 2 -Leo 28 -Gln 2 5-Asp 3 0-val 3l -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 - 

OH (22) 

hPTH 29-37 

HH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (23) 



hPTH 30-37 

NH2-Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -Ofl 



(24) 



hPTH 31-37 

NH? -Val 31 -Hi s 3 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 3 6 - Leu 37 - OH 



(25) 



hPTH 32-37 

HH 2 .Hi8 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(26) 



hPTH 33-37 

KH,-Asn 33 -Phe 34 -Val 36 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(27) 



hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Ly8 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -A8ii 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -OH (28) 



WO 96/10041 



- 15 - 



PCT/EP95TO3757 



hPTH 24-35 

HH 2 -Leu 2 4-Arg25- L ys26. ly8 27. LeiI 28. Gln 29. ABp 30. Va i31. Hi8 32. A8Il 33. 
Phe 34 -Val 35 -OH (29) 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu24-Arg 2 5-Lys2«-Lys27-Leti28. Gln 29. Asp 30. Val 31. His 32. A8n 33. 
Phe 3 «-OH (30) 

hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24.Arg25.Lys26-Ly B 27-Leu28-Gln29- As p30. Val 31. lli8 32. Asn 33_ 
^ (31) 

hPTH 24-32 

KH 2 -Le«24. Arg 25. Lyi! 26. Lys 27. L8u 28. Gln 29. Asp 30,v al 31. HiB 32. OH (32) 
hPTH 24-31 

HH 2 -Leu 24 -Arg25.Lys26-Lys27-L«u28-Gln29-A8p30.Val31-OR ( 33) 
hPTH 24-30 

MH 2 -Leu2«-Arg25. Ly8 26. Ly8 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30^ )H ( 34 , 

hPTH 24-29 

NH 2 -Leu2 4 -Arg25.ty 8 26-Lys27, Leu 2e_(j ll ,29.oi| (35) 
hPTH 24-28 

HH 2 -Leu 24 -Arg25-Lys26-Lys2 7 -Leu28-OH (36) 



A 



WO 96/10041 



- 16 - 



PCT/EP95/03757 



3. Peptides according to Claim 1 and/or 2, modified at the N- 

terminal end, the side chains and/or the C-terminal end with 
acetylation, amidation, phosphorylation and/or glycosylation 
products, and/or bound to carrier proteins such as 
hemocyanin, thyroglobulin, bovine serum albumin, ovalbumin 
or mouse serum albumin. 

4. A diagnostic agent obtainable by vaccination, known per 
se, of animals with at least one of the peptides according 
to at least one of the Claims 1 through 3, by obtaining 
fractions containing immunoglobulins from the vaccinated 
animals and by isolating fractions with an antibody titer 
against at least one of the peptides according to at least 
one of Claims 1 through 3 and that contains, if necessary, 
other adjuvants and/or carriers. 

5. Antibody or fragments of antibodies obtained by vaccination 
of animals with at least one peptide according to at least 
one of Claims 1 through 3 . 

6. Use of the peptides according to at least one of Claims 1 
through 3 for production of an agent for diagnosis of 
biologically-active h-PTH (1-37) . 
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